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摘 要 目的：研究猪源纤维蛋白贴（DBT）对大鼠肝脏和肝素化兔臀大肌出血创面的止血效果。方法：48只大鼠和24只兔均随

机分为假手术组、手术对照组（纱布止血）、医用胶原蛋白海绵组和DBT组，除假手术组外，其他各组动物分别建立大鼠肝脏出血

模型或肝素化兔臀大肌静脉出血模型。记录各组动物止血时间、计算出血量；观察大鼠术后3、13周DBT降解、肝脏创面愈合及粘

连情况；考察医用胶原蛋白海绵组和DBT组肝素化兔的再渗血率。结果：与假手术组比较，手术对照组动物的止血时间和出血量

均显著升高（P＜0.01）；与手术对照组比较，DBT组和医用胶原蛋白海绵组动物的止血时间和出血量均显著减少（P＜0.01）。术后

3周和13周，各组大鼠创面均有不同程度粘连，但粘连评分比较差异无统计学意义（P＞0.05）；术后13周两给药组大鼠肝脏肝缘稍

钝，但基本已恢复至术前状态，愈合状况良好；DBT 能降解、吸收完全。DBT 组兔的再渗血率为 33.3％，医用胶原蛋白海绵组为

66.7％。结论：DBT对脆性脏器和凝血功能障碍机体具有较好的止血效果，且能降解吸收；其作用效果与医用胶原蛋白海绵相当，

且黏合强度略强于后者。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the hemostatic effect of porcine fibrin sealant patch（DBT）on bleeding wound of liver in

rats and gluteus maximus in heparinized rabbits. METHODS：48 rats and 24 rabbits were randomly divided into sham operation

group，operation control group（gauze hemostasis），medical collagen sponge group and DBT group. Except for sham operation

group，animals in other groups were reduced for rat model with liver bleeding or heparinized rabbit model with gluteus maximus

bleeding. The hemostatic time was recorded，bleeding amount was calculated；DBT degradation and wound adhesion in liver after

3，13 weeks were observed；re-bleeding rate of heparinized rabbits in medical collagen sponge group and DBT group were investi-

gated. RESULTS：Compared with sham operation group，the hemostatic time and bleeding amount of animals in operation control

group were significantly increased（P＜0.01）. Compared with operation control group，the hemostatic time and bleeding amount of

animals in DBT group and medical collagen sponge group were significantly reduced（P＜0.01）. After 3，13 weeks，different de-

gree of adhesion appeared in the wound of rats in each group，while the adhesion scores had no statistical significances（P＞0.05）.

After 13 weeks，liver margin of rats in administration groups was slightly blunt，but it basically had been restored to preoperative

state，with good healing. DBT can be degraded and absorbed completely. The re-bleeding rate of rabbits in DBT group were

33.3％，66.7％ in medical collagen sponge group. CONCLU-

SIONS：DBT has good hemostatic effect on fragile organs and

the body with blood coagulation dysfunction，and can be de-

graded and absorbed. Its effect is equivalent to medical colla-

gen，while the adhesive strength is slightly better than the latter.

KEYWORDS Fibrin sealant patch；Hepatorrhagia；Gluteus

maximus bleeding；Hemostasis；Blood coagulation dysfunc-

tion；Rats；Rabbits
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止血不仅是抢救伤员和外科手术的重要措施，而且

是战地救援时的主要手段之一。传统的包扎、结扎、压

迫止血和药物促凝等方法对实质性器官的大面积渗血

以及肝素化后手术过程的出血难以起到有效止血作用[1]。

近年来，可吸收性止血材料的开发成为了止血领域研究

的热点。医用胶原蛋白海绵具有低抗原性和良好的生

物相容性，使用后有利于细胞附着和迁移[2]，但黏附性较

差、易脱落。纤维蛋白胶为主动性止血物，模拟人体内

凝血机制的最后一步——形成不溶性纤维蛋白，达到快

速止血的目的。但其使用方法复杂，在出血量大时易被

冲掉，难以凝集成胶状。猪源纤维蛋白贴（DBT）是从猪

体内提取的有效成分，其将正常情况下会发生反应的纤

维蛋白原和凝血酶冻干在一起，并增加冻干胶原蛋白

层，形成双层冻干海绵片。DBT在理论上能达到生化止

血与机械止血相结合的目的，体现更优越的止血性能。

本实验旨在研究DBT对大鼠体内脆性脏器以及凝血功

能障碍兔臀大肌静脉出血创面的止血效果，并观察动物

术后的创面黏连和药物降解情况，为研发DBT作为可吸

收止血制品提供药效学参考。

1 材料
1.1 仪器

ER353A 儿童理发器（日本松下公司）；SB32000电

子天平（瑞士梅特勒-托利多公司）。

1.2 药品与试剂

DBT（广州市众为生物技术有限公司，批号：

20140501，规格：5 cm×10 cm×0.5 cm，含纤维蛋白原 5

mg/cm2、凝血酶 6 U/cm2、胶原蛋白 3 mg/cm2，于 25 ℃以

下保存）；医用胶原蛋白海绵（无锡贝迪生物工程有限公

司，批号：20140407，规格：5 cm×5 cm×0.2 cm）；戊巴比妥

钠（美国Sigma公司，批号：140418，纯度：＞90％）；10％

水合氯醛（广州军区广州总医院自制，批号：140526，规

格：9 g）；肝素钠注射液（江苏万邦生化医药股份有限公

司，批号：51502109，规格：2 mL ∶12 500 u）。

1.3 动物

SPF 级 SD 大鼠 48只，♀♂各半，体质量 220～250

g，6～8周龄，实验动物许可证号：44007200017081（♂）、

44007200017082（♀）；普通级新西兰兔 24只，♀ ♂各

半，体质量 2.0～2.4 kg，10～14周龄，实验动物许可证

号：44007600002235（♂）、44007600002305（♀）。动物

均由广东省医学实验动物中心提供。

2 方法
2.1 大鼠肝脏创面止血实验

将48只SD大鼠随机分成4组，即假手术组、手术对

照组、医用胶原蛋白海绵组和DBT组，每组12只。各组

大鼠 ip 10％水合氯醛（0.35 mL/100 g）麻醉后，固定、上

腹部去毛，常规消毒，于腹部剑突下正中开一2～3 cm切

口，暴露肝脏，用棉签小心将大鼠肝左外叶游离于垫有

纱布块的腹腔外。接着用病理切片刀在肝脏表面切除

一层 2 cm×2 cm的组织，擦去渗出血液，DBT组和医用

胶原蛋白海绵组大鼠立即贴上 2.5 cm×2.5 cm DBT（或

医用胶原蛋白海绵），并用已称质量的无菌纱布块轻轻

按压创口。待创口不再出血，记录止血时间，计算出血

量，出血量（g）＝止血后纱布块质量－止血前纱布块质

量。手术对照组大鼠擦去渗出血液后则直接用无菌纱

布块压迫止血。大鼠止血后肝脏复位，分别缝合肌层和

表皮。假手术组大鼠开腹游离肝叶后，即复位、关闭腹

腔。术后 3、13周后各组大鼠分别取 6只开腹观察DBT

降解、腹腔内粘连和肝脏愈合情况，并对粘连程度进行

评分。评定标准参考Nair SK等[3]报道方法并加以改进：

完全无粘连，计0分；肝叶间或肝叶与腹壁间有1条粘连

带，计 1分；肝叶间或肝叶与腹壁间有 2条粘连带，计 2

分；肝叶间或肝叶与胃肠道间或与腹壁间有较大面积粘

连，但能钝性分离，计3分；肝叶直接粘连到腹壁，必须锐

性分离，计4分。

2.2 肝素化兔臀大肌创面止血实验

24只新西兰兔按“2.1”项下方法分组，每组6只。各

组兔耳缘静脉 iv 3％戊巴比妥钠（30 mg/kg），并 iv肝素

钠（500 u/kg）。之后，各组兔左侧臀大肌术区剃毛，碘

酊、75％乙醇消毒表皮，切开皮肤，找到臀大肌上纵向的

粗大静脉，用病理切片刀切除 1 cm×2 cm、厚约 1 mm的

臀大肌肌肉（切除部位包含臀大肌上的静脉）。擦去喷

出的血液，DBT组和医用胶原蛋白海绵组兔立即将 2.5

cm×5 cm的DBT（或医用胶原蛋白海绵）贴于创面，同时

用已称质量的纱布块盖在止血材料上，按压1 min，之后

每 30 s观察一次止血情况。待创面不再出血时记录止

血时间（超过15 min则以15 min计），称量纱布块的质量

并计算止血量。手术对照组兔擦去开始流出的血液后

用已称质量纱布块吸取流出的血液（不加按压）。假手

术组兔在暴露臀大肌静脉后不制造创面，其余处理与手

术对照组相同。此外，医用胶原蛋白海绵组和DBT组在

止血初步成功后 10 min，最大限度屈伸兔左侧髋关节、

膝关节 10次，记录止血材料是否脱离并计算再渗血率

（再出血动物只数/动物总数×100％）。

2.3 统计学处理

采用SPSS 13.0软件对所得数据进行统计分析。止

血时间和出血量以 x±s表示，方差齐性和正态分布时采

用单因素方差分析，各组间多重比较采用 Dunnett-t 检

验；方差不齐或非正态分布时采用Kruskal-Wallis检验。

粘连程度评分采用Wilcoxon秩和检验。P＜0.05表示差

异有统计学意义。

3 结果
3.1 大鼠肝脏创面止血实验结果

3.1.1 止血时间和出血量 与假手术组比较，手术对照

组大鼠的止血时间和出血量均显著增加（P＜0.01）；与
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手术对照组比较，DBT组和医用胶原蛋白海绵组大鼠的

止血时间均显著缩短（P＜0.01），出血量均显著减少

（P＜0.01），结果详见表1。

表1 各组大鼠肝脏创面的止血时间和出血量比较（x±±

s，n＝12）

Tab 1 Comparison of hemostatic time and bleeding

amount in liver wound of rats in each group

（x±±s，n＝12）

组别
假手术组
手术对照组
医用胶原蛋白海绵组
DBT组

止血时间，s

1.0±0.9

607.0±225.2＊

27.8±6.1#

24.1±2.9#

出血量，g

0.00±0.00

1.29±0.59＊

0.08±0.07#

0.15±0.08#

注：与假手术组比较，＊P＜0.01；与手术对照组比较，#P＜0.01

Note：vs. sham operation group，＊ P＜0.01；vs. operation control

group，#P＜0.01

3.1.2 愈合情况和粘连程度 术后3周解剖，DBT组和

医用胶原蛋白海绵组绝大部分大鼠肝脏创面仍有肉眼

可见药物残留；而在术后13周，药物降解吸收完全，无明

显残留物，两组大鼠肝脏肝缘稍钝，但已基本恢复至术

前状态，愈合状况良好。术后3、13周，各组大鼠均无感

染和死亡；与假手术组比较，各组大鼠手术创面均有不

同程度的粘连（P＜0.01）；DBT组和医用胶原蛋白海绵

组较手术对照组的粘连减轻，但差异均无统计学意义

（P＞0.05），结果详见表2。

表2 各组大鼠肝脏创面止血后粘连程度评分比较（x±±

s，n＝6）

Tab 2 Comparison of adhesion degree score after

wound hemostasis in liver of rats in each group

（x±±s，n＝6）

组别

假手术组
手术对照组
医用胶原蛋白海绵组
DBT组

术后3周得分只数
0分

6

0

0

0

1分
0

0

1

1

2分
0

2

2

4

3分
0

3

3

1

4分
0

1

0

0

术后3周粘
连平均分

0

2.83±0.75＊

2.33±0.82＊

2.00±0.63＊

术后13周得分只数
0分

6

1

0

2

1分
0

3

4

2

2分
0

2

2

2

3分
0

0

0

0

4分
0

0

0

0

术后13周
粘连平均分

0

1.17±0.75＊

1.33±0.52＊

1.00±0.89＊

注：与假手术组比较，＊P＜0.01

Note：vs. sham operation group，＊P＜0.01

3.2 肝素化兔臀大肌创面止血实验结果

与假手术组比较，手术对照组兔的止血时间和出血

量均显著增加（P＜0.01）；与手术对照组比较，DBT组和

医用胶原蛋白海绵组兔的止血时间明显缩短（P＜

0.01），出血量显著减少（P＜0.01）；在屈伸兔左侧髋关

节、膝关节10次后，医用胶原蛋白海绵组兔的再渗血率

为66.7％，DBT组为33.3％，结果详见表3。

4 讨论
早在20世纪90年代，纤维蛋白胶作为止血药（止血

材料）已被美国FDA批准上市[4]，凝血酶也已被 1995年

版《中国药典》（二部）收载。根据原国家食品药品监督

管理局规定，自 2006年 9月 30日起，纤维蛋白胶类产品

已从医疗器械改为按照药品注册管理。该类止血制品

模拟正常生物血液凝固的最后反应阶段，不依赖机体本

身的止血机制。在钙离子促进下，凝血酶直接作用于纤

维蛋白原，形成纤维蛋白单体，且凝血酶能激活凝血因

子Ⅶ、ⅩⅢ，使纤维蛋白单体经过氢键共价结合成为不溶

性纤维蛋白丝多聚体[5]。同时，凝血酶还能增强凝血因

子Ⅴ、ⅩⅢ活性，具有促进血小板和上皮细胞生成等作

用，促使凝血酶原转变为凝血酶[6-7]，加速凝血。

纤维蛋白胶喷涂后能迅速形成一层半透明的网状

纤维蛋白凝胶，该凝胶具有一定的机械强度和黏合力，

黏附创面而达到防止渗血的作用，并能促进伤口愈合；

但该制剂在使用前需较长的溶解过程，且用于止血时易

与其他组织粘连，这些缺点限制了其应用[8]。孟志云等[9]

研制的纤维蛋白胶粉解决了溶解时间过长的问题，但粉

剂易造成使用时混合配比不均匀。近年来，关于复合冻

干纤维蛋白敷料的研究相对较多[10-13]，能起到生化止血

和机械止血相结合共同增加止血效果的作用。黄远铿

等[14]研究的纤维蛋白贴中，纤维蛋白成分与胶原蛋白相

结合，并添加核黄素，起到诱导创面细胞再生的作用。

Richard W等[15]研究了国外的Fibrin patch（FP）在猪部分

肾切除手术中的止血效果，结果显示 FP在不闭塞肾动

脉的情况仍能有效止血。可见，固体纤维蛋白冻干海绵

片是未来纤维蛋白类止血产品的发展趋势。

本实验研究的DBT的有效成分均为猪源性，其来源

广泛易得，可大大降低成本。而且该猪血浆是利用静脉

导管无菌采血法获得（专利申请号：201520170962.1），相

对屠杀式采血法，可避免血液污染，并能减少动物的浪

费。胶原蛋白则是从健康生猪的肌腱中获得，胶原具有

良好的生物降解性、细胞适应性和低抗原性，并能促进

细胞增殖[16]。混有纤维蛋白原与凝血酶的胶原蛋白，能

在纤维蛋白胶黏附、封锁创面后继续吸收渗出的血液，

阻止血液冲破贴敷料。

本研究结果表明，DBT和医用胶原蛋白海绵均能明

显降低大鼠的出血量、缩短止血时间，且DBT组相比于

表 3 各组兔臀大肌创面的止血时间、出血量和再渗血

率比较（x±±s，n＝6）

Tab 3 Comparison of hemostatic time， bleeding

amount and re-bleeding rate in gluteus maxi-

mus wound of rabbits in each group（x±±s，n＝

6）

组别
假手术组
手术对照组
医用胶原蛋白海绵组
DBT组

止血时间，s

42.3±32.7

742.2±189.7＊

72.3±27.8#

122.3±54.5#

出血量，g

0.1±0.1

18.1±6.0＊

3.0±2.0#

3.6±3.0#

再渗血率，％

66.7

33.3

注：与假手术组比较，＊P＜0.01；与手术对照组比较，#P＜0.01

Note：vs. sham operation group，＊ P＜0.01；vs. operation control

group，#P＜0.01
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医用胶原蛋白海绵组的平均止血时间较短，但平均出血

量较大，推测DBT能迅速贴附、封闭创面而缩短止血时

间，但其吸收液体能力则较弱。实验发现，已上市的医

用胶原蛋白海绵结构空隙小且多，较DBT致密、韧性好；

在肝素化兔臀大肌切割静脉出血的止血实验中也发现，

上市对照物的止血时间也略短于DBT。然而，单纯胶原

蛋白与创面的黏附性却不如DBT，在最大限度屈伸兔左

侧髋关节、膝关节后，DBT组兔的再渗血率明显低于医

用胶原蛋白海绵组。可见，加入纤维蛋白原和凝血酶冻

干层的DBT在止血持久性方面具有一定优势，用于体内

创面不易移位或脱落。另一方面，相比于上市产品，

DBT的结构致密性、蛋白的纯度或含量在工艺上还有提

升的空间。

从大鼠的粘连程度评分结果看出，术后 3周 DBT

组、医用胶原蛋白海绵组和手术对照组大鼠均有不同程

度的粘连；而术后13周，DBT和胶原蛋白海绵材料在大

鼠体内基本降解，粘连情况也均有好转。DBT在组织粘

连方面较医用胶原蛋白海绵略为轻微，可能也与胶原蛋

白的黏合不紧密导致二次渗血或移位有关。虽然DBT

为异源性蛋白止血制品，但用于大鼠术后观察至13周，

并无动物死亡，药物在体内可降解吸收完全，13周后无

肉眼可见残留物。可见，DBT并未引起机体剧烈的免疫

反应，但具体的过敏性、免疫性及其他相关毒理学仍需

进一步研究。

综上所述，DBT对动物体内脆性脏器和凝血功能障

碍性机体的出血创面均能有效止血，其与伤口的贴附力

和止血持久性相比于单纯的胶原蛋白海绵更具优势。

而且DBT的原料来源易得，成品携带方便，使用操作简

单，可根据需求不同，裁剪成各种规格，符合临床手术应

用和军事战备的实际要求。若在后续的相关药理毒理

学研究中，未发现明显的毒性反应，则DBT有望成为新

型的纤维蛋白类止血产品。
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